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scienza  la  cui  materia  riguarda  lo  studio  dell’applicazione  di  temperature  estremamente 
basse, dette criogeniche, al mondo vivente. Il freddo e i suoi effetti sono al contempo l’oggetto 
e il mezzo attraverso i quali la criobiologia indaga la vita. 





and Dawber, 2001),(Yiu et al., 2007). Lo scopo è quello di  indurre un danno  letale a  livello 
cellulare così da rimuovere in via definitiva la componente patologica. 
All’opposto,  la  crioconservazione  ha  come  fine  la  preservazione  della  sopravvivenza,  della 
funzionalità  e  dell’integrità  genomica  delle  cellule  e  dei  tessuti  di  interesse  (Asghar  et  al., 
2014).  Questo  è  possibile  attraverso  la  realizzazione  di  varie  procedure  che  mirano  ad 
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I  criobiologi  “crioconservatori”  usufruiscono  di  questa  interessante  proprietà  del  LN2  per 
portare  i  sistemi  biologici  in  una  condizione  di  “animazione  sospesa”  indotta  dalle  basse 
temperature. 
Peter  Mazur  (1928‐2015),  uno  dei  padri  della  criobiologia,  adottò  quest’espressione  in 
riferimento  alla  crioconservazione  delle  cellule  viventi  (Mazur,  1984).  Tale  terminologia  fa 








condizione  di  latenza  funzionale  per  lunghi  periodi.  Infatti,  la  durata  dell’intervallo  di 
permanenza  a  temperature  criogeniche  sembra  essere  ininfluente  sul  ripristino  della 
funzionalità  cellulare  (Ashwood‐Smith  and  Friedmann,  1979).  Le  cellule,  quindi,  possono 
essere risvegliate dallo stato di ibernazione e ricondotte nel tempo reale in qualsiasi momento 
si renda necessaria una disponibilità immediata del materiale conservato. 
Il  biobanking  rappresenta  la  principale  applicazione  su  vasta  scala  delle  tecniche  di 
crioconservazione.  Le  banche  di  materiale  crioconservato  possono  essere  costituite  dalle 
riserve  di  poche  linee  cellulari  allestite  dai  singoli  laboratori,  dalle  banche  di  materiale 
biologico di varia natura raccolto da enti specializzati (http://www.bbmri.it/biobanche), fino 
alle grandi collezioni delle banche della biodiversità (vedi la Svalbard Global Seed Vault per il 







successive  e  può  essere  propedeutica  alla  realizzazione  di  soluzioni  cliniche  per  la  cura  di 
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patologie. Può infatti essere combinata alla rigenerazione di tessuti nei trapianti autologhi o 
allogenici  (Kearney,  1991),(Naaldijk et  al.,  2013),  alle pratiche di  trasferimento nucleare di 















quali  deriva  genotipica,  aberrazioni  cromosomiche,  instabilità  fenotipica  e  alterazioni 





Perché  una procedura  di  crioconservazione  possa  dirsi  efficace  è  necessario  che  le  cellule 
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(rispettivamente  IIF e EIF) e alla disidratazione delle cellule,  secondo  l’ipotesi a due  fattori 
proposta da Mazur (Mazur et al., 1972). 
Si  parla di danno meccanico  in  relazione alla pressione esercitata dalla  formazione e dalla 








Contrariamente a quanto si potrebbe pensare,  la  fase critica per  la sopravvivenza cellulare 
non  riguarda  la  permanenza  alle  temperature  estreme  raggiunte  nel  processo  di 
crioconservazione (‐196 °C), quanto piuttosto il passaggio delle cellule attraverso l’intervallo 
di temperatura compreso tra ‐15 °C e ‐60 °C, che esse attraversano due volte nell’arco di un 
protocollo  termico  (in  fase  di  raffreddamento  e  di  riscaldamento).  In  questa  fascia  di 
temperatura,  il  destino  delle  cellule  tra  IIF  e  disidratazione  è  direttamente  collegato  alla 
velocità di raffreddamento (cooling rate). 




















crioprotettori  utilizzati  (CPA).  Questa  categoria  comprende  sostanze,  di  diversa  natura 
chimica,  che  sono  addizionate  al  terreno  di  crioconservazione.  I  CPA hanno  la  funzione  di 
proteggere  le  cellule  da  elevate  concentrazioni  di  elettroliti  e  di  ridurre  la  formazione  del 
ghiaccio  intracellulare  tramite  l’abbassamento  crioscopico  della  temperatura  di 
congelamento. 
Le  tecniche  di  congelamento  lento  impiegano  basse  concentrazioni  di  crioprotettore 
(≤10 %vol),  mentre  nella  vitrificazione  sono  utilizzate  miscele  di  CPA  che  raggiungono 
concentrazioni intorno al 30 %vol. 




deleterio  del  danno  meccanico,  osmotico  e  tossico  al  fine  di  mantenere  inalterate  nella 
maggior parte delle cellule le proprietà originarie. 
La scelta del tipo e della concentrazione di CPA, la velocità di raffreddamento, la velocità di 











di  una  relazione  di  equilibrio  che  coinvolge  la  concentrazione  dei  CPA  e  la  velocità  di 
riscaldamento. La prima risulta deleteria quando combinata con velocità di raffreddamento 


















La  composizione  della  cellula  in  termini  di  macromolecole  (es:  lipidi  citoplasmatici  e  di 
membrana)  e  la  stessa  dimensione  e  struttura  cellulare  (es:  ovociti  vs.  spermatozoi) 
costituiscono  degli  elementi  di  primaria  importanza  da  tenere  in  considerazione  durante 
l’allestimento di un protocollo di crioconservazione (Ruffing et al., 1993). 
Il rapporto tra l’area superficiale e il volume di una cellula (A/V) è forse il primo parametro che 
permette  di  orientare  la  scelta  sulle  caratteristiche  del  profilo  termico  da  adottare.  Tale 
rapporto risulta direttamente proporzionale alla frazione di acqua persa dal compartimento 
intracellulare durante la fase di raffreddamento. Per esempio, per A/V ridotti (v. oociti), con 



















in  LN2,  definita  crionica,  esula  nei  suoi  presupposti  dalla  definizione  standard  di 
crioconservazione. La conservazione crionica si basa sulle conoscenze attuali in previsione di 
miglioramenti  conoscitivi e  tecnologici  futuri  che permettano di  invertire questo processo. 
Tuttavia,  allo  stato  dell’arte  essa  può  essere  considerata  una  speculazione  sia  teorica  che 









Le  cellule  somatiche  (dal  greco  σωματικός,  derivato di  σῶμα  ‐ατος  “corpo”)  sono  le  unità 
morfofunzionali di base che costituiscono il corpo di un organismo vivente. 
Tra  le  cellule  somatiche  da  preservare,  la  crioconservazione  di  fibroblasti  riveste  un  ruolo 
















essere  disponibili  per  intraprendere  studi  evolutivi,  sui  rapporti  genetici  tra  individui,  di 
citogenetica e nella ricerca di patogeni. 
Inoltre,  in  quanto  componenti  attivi  nel  mantenere  l’integrità  e  l’omeostasi  del  tessuto 




fibroblasti  sono  stati  recentemente  impiegati  in  esperimenti  di  cambiamento  fenotipico 
indotto da modificatori epigenetici (Pennarossa et al., 2013),(Brevini et al., 2016). 





Una  cellula  staminale  (dal  latino  stamen  ‐mĭnis  «stame,  filo»  (inteso  qui  come  principio 
germinale  e  costitutivo  di  organismi  viventi),  per  traduzione  del  tedesco  Stammzelle 
(composto  di  Stamm «stipite»  e  Zelle  «cellula»)  è  una  cellula  primitiva,  non  specializzata, 
indifferenziata,  in  grado  di  dare  origine  alle  cellule  differenziate  che  compongono  un 
organismo. 
Sulla base delle capacità differenziative si possono distinguere quattro tipi di cellule: 
- totipotenti,  in  grado  di  originare  un  intero  organismo  (ad  oggi  solo  lo 
zigote); 
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tessuti  maturi.  A  quest’elenco  possono  essere  aggiunte  le  iPS  create  artificialmente  in 
laboratorio (Takahashi et al., 2007). 
Le  cellule  staminali  mesenchimali  (MSC)  possono  essere  classificate  come  staminali 
multipotenti adulte. Il nome fu coniato nel 1991 per designare delle cellule non emopoietiche 
di origine mesodermica trovate nel midollo osseo (Caplan, 1991). Tale terminologia è stata 
ritenuta  da  alcuni  inappropriata  in  quanto  riferita  a  cellule  del midollo  osseo  con  limitata 
capacità  differenziativa.  Per  questa  ragione  alcuni  autori  riferiscono  alla  sigla  MSC  la 
definizione  di  cellule  mesenchimali  stromali  (Marquez‐Curtis  et  al.,  2015).  È  attualmente 
riconosciuto e accettato che le colture primarie di MSC siano composte da una popolazione 
eterogenea di cellule con distinte capacità di autorigenerazione e differenziamento (Ho et al., 
2008),(Phinney, 2012).  L’identificazione delle MSC,  in  assenza di marcatori univoci,  è  stata 
definita sulla base di tre criteri (Dominici et al., 2006): 
- adesione alle superfici di plastica dei contenitori di coltura; 






Le MSC  possono  essere  isolate  da  tessuti  extra  fetali  considerati  di  scarto  quali  placenta, 
membrana  amniotica  e  cordone  ombelicale.  Il  prelievo  risulta  non  invasivo,  eticamente 
accettabile ed economicamente conveniente. 
Le  cellule  estratte  dalla  matrice  gelatinosa  del  cordone  ombelicale,  chiamata  gelatina  di 






















Il  termine  cellule  germinali  (dal  latino  medievale  germinalis,  derivato  di  germen  ‐mĭnis 
«germe»),  dette  anche  gameti  (dal  greco  γαμέτης  “coniuge”,  der.  di  γαμέω  “sposare”), 
identifica  le cellule deputate alla  riproduzione e distinte, secondo  il  sesso dell’individuo,  in 





risalire  al  1948  quando  Polge  e  Parkes  scoprirono  in  un  caso  di  serendipity  l’azione 
crioprotettiva del glicerolo nella conservazione a ‐70°C di seme avicolo (Polge et al., 1949).  
Il  rapporto  tra  preservazione  dei  gameti  e  biotecnologie  riproduttive  è  messo  in  luce  da 
tecniche quali l’inseminazione artificiale (AI), la fecondazione in vitro (IVF) e l’iniezione di seme 
intracitoplasmatica (ICSI) che spesso si avvalgono dell’impiego di materiale crioconservato.  
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alternativa etica alla crioconservazione di embrioni e, in campo animale, nell’allestimento di 
banche  per  la  salvaguardia  di  specie  locali  o  a  rischio  di  estinzione  e  nei  programmi  di 
miglioramento genetico (Berlinguer et al., 2005). 
Tuttavia,  la  crioconservazione  dei  gameti  presenta  ancora  notevoli  sfide  che  richiedono  il 
miglioramento delle procedure esistenti. 







femminile e di  fertilizzare  (Sieme et  al.,  2015),(Maxwell  and Watson),(Hammerstedt et  al., 
1990). 
Per questi motivi  il miglioramento nel  campo delle biotecnologie  riproduttive passa anche 
attraverso lo sviluppo di metodiche di crioconservazione dei gameti sempre più raffinate. La 
sensibilità  dei  gameti  alle  procedure  convenzionali  di  crioconservazione  stimola  la  ricerca 
verso  soluzioni  alternative  finalizzate  alla  preservazione  a  lungo  termine  delle  risorse 
riproduttive. 






La  liofilizzazione,  il  cui processo è meglio descritto dall’espressione  inglese  freeze‐drying, è 
una  tecnica  che  consente  di  sottrarre  acqua  da  un  prodotto  idratato  attraverso  un 
procedimento di sublimazione. L’acqua allo stato solido subisce una trasformazione verso lo 
stato di vapore quando si realizzano tre condizioni essenziali: congelamento, riduzione della 












dalla  sublimazione  dell’acqua,  la  quale  è  immobilizzata  in  forma  solida  su  serpentine 
raffreddate.  Nel  freeze‐drying  propriamente  detto  (FD)  è  necessario  introdurre  un  ultimo 
passaggio  chiamato  essicamento  secondario,  durante  il  quale  il  contenuto  d’acqua  del 
materiale liofilizzato è ridotto dal 10% a ≤3%. Ad eccezione di alcune modifiche strutturali, il 
prodotto liofilizzato mantiene inalterate le proprietà di partenza e può essere conservato a 
temperatura  ambiente  fino  al  momento  della  reidratazione,  in  assenza  di  azoto  o  altri 
refrigeranti, riducendo i costi di mantenimento e quelli di spedizione. La procedura, che ha 
trovato largo impiego in campo farmaceutico e alimentare, è realizzata fisiologicamente da 
alcuni  organismi  definiti  anidrobionti.  Essi  sono  in  grado  di  sopravvivere  riducendo  il 











seme  di  diverse  specie  è  stata  osservata  una  pressoché  totale  perdita  della motilità  degli 
spermatozoi. A questo sono da aggiungere i danni alle membrane cellulari determinati sia dal 
congelamento  istantaneo  sia dalla  procedura di  essicamento  (Gil  et  al.,  2014).  Per quanto 
concerne l’integrità del genoma alcuni autori riportano segni evidenti di frammentazione del 
DNA  (Olaciregui  and  Gil,  2017)  mentre  altri  sostengono  che  la  procedura  non  incida 
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modulazione  di  parametri  operativi  quali  temperatura,  pressione,  essicamento  e 














Le moderne  apparecchiature  criomicroscopiche  (Diller  and  Cravalho,  1970)  consentono  lo 







La  crioconservazione  rappresenta  una  fonte  di  stress  per  i  sistemi  biologici.  Le  cellule 
rispondono alle sollecitazioni osmotiche, meccaniche e tossiche generate dall’insieme delle 
condizioni  di  conservazione  attraverso  la modulazione  dell’espressione  genica.  Alcuni  geni 
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sono attivati  come risposta diretta ai  cambiamenti  termici  (heat  shock genes), altri ancora 
intervengono nella risposta apoptotica, nella modulazione del metabolismo. 
Lo  studio  dei  geni  coinvolti  nella  pluripotenza  e  nella  capacità  differenziativa  delle  cellule 






POU  class  5  homeobox  1  (POU5F1)  ed  è  noto  per  essere  un  regolatore  pleiotropico 
dell’espressione genica nelle cellule staminali embrionali coinvolto nel mantenimento dello 
stato indifferenziato (Wu and Scholer, 2014). Inoltre è incluso nella tetrade dei geni essenziali 
per  indurre  la pluripotenza nelle  cellule differenziate  (Takahashi et al.,  2007). Come  tale è 












al.,  2009)  mentre  la  sua  espressione  incontrollata  è  stata  strettamente  associata  con 
l’insorgenza  dei  tumori  (Iv  Santaliz‐Ruiz  et  al.,  2014).  L’espressione  di  questo marcatore  è 
riportata in alcuni lavori sulle MSC isolate da vari tessuti extra‐fetali (Barboni et al., 2014). 











Il  gene  lipoprotein  lipase  (LPL)  è  coinvolto  nel  metabolismo  degli  acidi  grassi  e  diventa 
trascrizionalmente attivo durante il differenziamento dei pre‐adipociti, andando incontro ad 
un  aumento  dei  livelli  di  mRNA  che  raggiunge  un  valore  stabile  quando  le  cellule  hanno 
completato  la maturazione  in adipociti  (Enerback et al.,  1992).  Il  trascritto di  LPL è  spesso 
impiegato  come marcatore  della  linea  adipogenica  e  la  sua  espressione  è  stata  rilevata  a 
seguito di induzione in vitro nelle WJC di cane (Seo et al., 2012), nelle AEC ovine (Barboni et 
al., 2014) e nelle AEC umane (Fatimah et al., 2010). Il gene peroxisome proliferator‐activated 




e  sufficiente  perché  avvenga  la maturazione  (Tontonoz  et  al.,  1994),(Lefterova  and  Lazar, 










gamma‐carboxyglutamate  protein  (BGLAP),  codifica  per  una  proteina  della  matrice  ossea 
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dell’avvenuto differenziamento nelle MSC, come riportato nelle cellule epiteliali amniotiche 
ovine  (oAEC)  (Barboni  et  al.,  2014).  La  letteratura  è  concorde  nell’affermare  che  durante 
l’induzione  al  differenziamento  i  marcatori  osteogenici  vanno  incontro  ad  un’espressione 
dinamica, con variazioni dei livelli del trascritto tra le fasi precoci e tardive. Tuttavia, mentre 
COL1A1 è  identificato generalmente un marcatore delle  fasi precoci di differenziamento,  il 
marcatore OCN è considerato da qualcuno un marcatore delle fasi iniziali del differenziamento 
osteogenico delle MSC (Nakamura et al., 2009), mentre altri autori lo identificano come un 






per  le  catene  medie  e  leggere  delle  proteine  che  compongono  i  neurofilamenti  propri 
dell’assone  delle  cellule  neuronali.  In  quanto  tali  sono  impiegati  come  marcatori  del 






animale  una  pecora  di  razza  Finn  Dorset  (Wilmut  et  al.,  1997).  Il  modello  ovino  è  stato 















ottenere  una  panoramica  diversificata  delle  risposte  biologiche  e  delle  strategie  di 
conservazione tipo specifiche. 
Il primo esperimento, condotto su fibroblasti dermici ovini, è stato volto ad indagare:  







reale  tramite  apparecchiatura  criomicroscopica  su  un  totale  di  14  campioni  cellulari  (195 
cellule)  e  le  relative  acquisizioni  video  sono  state  impiegate  nell’elaborazione  della  PIIF 
specifica per il tipo cellulare e le condizioni sperimentali impiegate. 
L’esame dei parametri biologici di vitalità ed espressione genica dei fibroblasti crioconservati 
è  stato  effettuato  ogni  24  ore  per  tre  tempi  consecutivi:  a  seguito  del  ripristino  della 
temperatura  omeostatica  (T0),  a  seguito  del  mantenimento  delle  cellule  in  condizioni  di 
coltura ottimali durante l’intervallo di 24 (T24) e 48 ore (T48) post scongelamento. 
Il  secondo  esperimento  è  stato  condotto  con  le  cellule  staminali  di  origine mesenchimale 
estratte dalla gelatina di Wharton ovina (oWJC) e ha inteso valutare: 
- la  presenza  delle  proprietà  di  multipotenza  e  capacità  differenziativa  nelle  cellule 
isolate dal tessuto cordonale; 
- il  mantenimento  di  tali  proprietà  nelle  cellule  espanse  e  crioconservate  con  tre 
differenti protocolli di crioconservazione; 
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- le  variazioni  nel  tasso  di  sopravvivenza  dovute  all’applicazione  dei  tre  protocolli  di 
crioconservazione. 
I tre protocolli (distinti sulla base delle velocità di raffreddamento, della presenza o meno di 




La  presenza  della  capacità  differenziativa  verso  le  linee  adipogenica,  osteogenica  e 
neurogenica  è  stata  saggiata  tramite  le  colorazioni  istochimiche  e  l’analisi  di  marcatori 
molecolari linea specifici. 










(Lyo A e Lyo B) costituite da sospensioni di  seme e mestrui diluitori  contenenti  trealosio e 
sorbitolo in differente concentrazione.  
Le  analisi  sono  state  eseguite  con  l’impiego  di  un  criomicroscopio  e  di  un  microscopio 
elettronico a scansione al fine di confrontate la struttura dei cristalli di ghiaccio extracellulare 


























La  coltura  primaria  di  fibroblasti  dermici  è  stata  allestita  isolando  le  cellule  del  tessuto 
connettivo  da  biopsie  auricolari  prelevate  da  pecore  di  razza  Sarda  adulte,  abbattute 
regolarmente  presso  uno  stabilimento  di  macellazione  locale.  La  parte  anatomica  è  stata 
trasportata e manipolata nel  laboratorio entro 3 ore dal prelievo,  lavata  sotto un  getto di 
acqua  corrente  e  in  etanolo  70 %,  al  fine di  allontanare  l’eccesso di  sporcizia  del  pelo  e  il 
sangue  eventualmente  presente.  Le  operazioni  a  seguire  sono  state  effettuate  sotto  una 
cappa a flusso laminare verticale. Previo allontanamento dei peli, un frammento dermico di 
circa 1,5 cm2 è stato tagliato e posto in un tubo da 50 ml contenente terreno di raccolta a 37 °C 
costituito  da α‐MEM e HEPES  (Life  Technologies).  Il  tessuto,  trasferito  in  una piastra  Petri 
sterile, è stato sminuzzato finemente in frammenti di circa 1 mm2 e addizionato con 1 ml di 































mantenuto  in  incubazione  a  4 °C  per  una  notte  (diluizione  1:300  in  soluzione  di 
permeabilizzazione)  mentre  l’esposizione  all’anticorpo  secondario  appropriato 
































Gli  esperimenti  di  crioconservazione  sono  stati  condotti  impiegando  due  sistemi  di 
congelamento a velocità controllata: 
- un  criomicroscopio  (CM)  equipaggiato  con  lo  stage  BCS196  (Linkam, 
Tadworth, United Kingdom);  
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In  accordo  con  gli  intervalli  operativi  dei  due  sistemi,  entrambi  gli  strumenti  sono  stati 
programmati per l’esecuzione di un medesimo profilo termico. Tutti gli esperimenti sono stati 
condotti  in  assenza  di  seeding  e  la  nucleazione  del  ghiaccio  è  avvenuta  spontaneamente. 
Tramite il CM sono state esaminate la IIF e le eventuali variazioni del volume cellulare, mentre 
i campioni crioconservati con il CC sono stati raccolti per le analisi si espressione genica. Al 





Il  criomicroscopio  (Figura  3.1)  si  compone  di  un  sistema  di  controllo  automatizzato  della 
temperatura (PE95/T95), di una stazione d’immagine equipaggiata di obiettivi e telecamera, 
di un software di controllo (Linksys32) e della camera di crioconservazione (stage BCS196). 
L’intervallo di  temperatura programmabile varia da +125 °C a  ‐196 °C, mentre  i valori della 
velocità  di  raffreddamento/  riscaldamento  sono  compresi  nell’intervallo  da  150 °C/min  a 
0.01 °C/min. 
In fase preparatoria è stato realizzato un sottile film di sospensione cellulare depositando una 
goccia  del  liquido  (0.005ml  X  [2.4 X 106/ml])  al  centro  di  una  piccola  piastra  di  quarzo  e 
apponendovi sopra, con estrema delicatezza, un vetro circolare di 13 mm di Ø. Il campione 
così preparato è stato alloggiato all’interno dello stage sulla superficie del blocco d’argento 
preposto  agli  scambi  termici.  Per  evitare  che  la  formazione  di  condensa  ostacolasse 
















a. raffreddamento  alla  velocità  di  5 °C/min  sino  al  limite  di  ‐4 °C  e 
mantenimento della temperatura per 3 minuti; 
b. raffreddamento a 5 °C/min sino al limite di ‐120 °C; 





Le  immagini per  lo studio della  IIF  sono registrati alla  frequenza di 1  fps  tra  ‐4 °C e  ‐35 °C, 
intervallo di temperature entro il quale era attesa la formazione del EIF. L’analisi dei dati video 
è stata eseguita individuando in ciascun fotogramma il numero e la dimensione delle cellule 
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I  valori  del  volume  cellulare  sono  stati  rilevati  prima  che  intervenisse  la  formazione  del 
ghiaccio, prendendo in considerazione singoli fotogrammi corrispondenti a determinati valori 











La  sospensione  cellulare  è  stata  diluita  nella  soluzione  di  crioconservazione 
(0,21 ml x [1 x 106/ml]) e caricata nelle paillettes. Il profilo termico è stato costruito in 4 rampe 
partendo dalla temperatura di 20 °C: 




d. riscaldamento  in  bagno  termostatato  a  37 °C  sino  alla  completa 
fusione e scomparsa del ghiaccio. 
La nucleazione del  ghiaccio  si  è  verificata  spontaneamente  senza  induzione esterna. Dopo 
riscaldamento, il crioprotettore è stato rimosso da ciascuna paillette diluendo il suo contenuto 
in terreno di coltura (1:9 v/v, 37 °C per 15 minuti). Ogni diluizione è stata divisa in due aliquote: 
la  prima  è  stata  centrifugata  immediatamente  a  170 x g  per  4  minuti  e  il  pellet  è  stato 











con  la  CC  e  nei  campioni  coltivati  in  vitro  a  seguito  della  crioconservazione.  I  gruppi 
sperimentali sono i seguenti: 
- T0 CTR: fibroblasti di controllo post‐distacco (non crioconservati); 

























possibile  contaminazione  di  DNA  genomico.  L’RNA  è  stato  quantificato  mediante  lo 
spettrofotometro  NanoDropLite  (Fisher  Scientific  S.A.S.).  Per  la  sintesi  del  DNA 























trascritti  è  stata  eseguita  tramite  Real  Time PCR  con  lo  strumento  7900HT Real‐Time PCR 
34 
 





Il protocollo di PCR consisteva  in due  fasi di  incubazione  (50 °C per 5 minuti e 95 °C per 2 
minuti), seguiti da 40 cicli del programma di amplificazione (95 °C per 15 secondi, temperatura 
di  appaiamento  gene‐specifica  (Tabella  3.1)  per  30  secondi,  e  72 °C  per  30  secondi),  un 
programma per la curva di melting (65 °C–95 °C, inizio dell’acquisizione della fluorescenza a 
65 °C  e  raccolta  delle  misure  ad  intervalli  di  10  secondi  sino  al  raggiungimento  della 
temperatura di 95 °C), e infine una tappa di raffreddamento a 4 °C. I dati di fluorescenza sono 
stati acquisiti durante le tappe di estensione a 72 °C. Per minimizzare le variazioni dovute alle 
manipolazioni,  tutti  i  campioni  da  comparare  sono  stati  inseriti  nella  medesima  corsa  di 
reazione usando una master mix di PCR contenente tutti i componenti di reazione eccetto il 





BLAST  (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).  La  quantificazione  relativa  dell’espressione  genica  è 
stata eseguita con il metodo 2‐ddCq (Livak and Schmittgen, 2001). L’analisi dell’espressione è 
stata condotta normalizzando ciascun gene  target contro  la media di 4 geni di  riferimento 
interni  (succinate  dehydrogenase  complex  subunit  A  [SDHA],  tyrosine  3‐
monooxygenase/tryptophan  5‐monooxygenase  activation  protein  zeta  [YWHAZ],  ribosomal 












dalle comparazioni di Tukey post‐hoc. Dopo aver  testato  la normalità e  l’omogeneità delle 
Gene  Gene name  Accession number  Primers sequence 
Ta  Size 
(bps) 










GAPDH  Gliceraldehyde‐3‐ Phosphate  NM_001190390  5’ atgcctcctgcaccacca 3’  5’agtccctccacgatgccaa 3’  58°C  136 
HSP90b  Heat shock protein 90b  AB072369  5’ tggagatcaaccctgacca 3’ 5’ gggatcctcaagcgagaag 3’  58°C  143 
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varianze usando rispettivamente i test di Kolmogorov–Smirnov e Levene, i dati dei trascritti 

























da HG‐DMEM,  10 %  FBS,  1 %  glutammina,  1 % penicillina‐streptomicina  e  10 ng/ml  EGF.  Il 
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In breve,  la  conta  vitale  con  il  Trypan blue  (0,4 %, p/v)  è  stata  condotta  in  camera Burker 
pipettando 10 µl di sospensione cellulare diluita in rapporto 1:1 con il colorante. Sono state 
considerate vitali le cellule incolori e non vitali le cellule colorate.  
La  colorazione  con  i  coloranti  fluorescenti  blu  di  Hoechst  (2 µg/ml)  e  Ioduro  di  propidio 
(1 µg/ml)  è  stata  eseguita  tenendo  in  incubazione  le  sospensioni  cellulari  per  15 minuti  a 
38,5 °C. La conta delle cellule marcate è stata eseguita tramite un microscopio a fluorescenza 
(Olympus BX71). La percentuale di vitalità è stata calcolata come la frazione complementare 
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- #3  da  destinare  alle  analisi  della  capacità  differenziativa  post 
scongelamento;  
- #2 per le analisi di espressione genica;  

















- sospensione  del  pellet  cellulare  in  un  volume  variabile  di  terreno 
completo. 
Il  volume  di  terreno  è  stato  definito  in  funzione  della  conta  cellulare,  tenendo  in 
considerazione le successive diluizioni nelle soluzioni di crioprotezione, al fine di ottenere una 
concentrazione  nella  sospensione  finale  di  2 x 106  cellule/ml.  Sono  stati  allestiti  3  gruppi 
40 
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L’equilibratura  dei  campioni  cellulari  nelle  soluzioni  di  crioprotezione  è  stata  condotta 
seguendo una procedura graduale di esposizione a concentrazioni crescenti di CPA. 
Sono  stati  preparati  due  gruppi  di  soluzioni:  soluzioni  per  il  congelamento  lento  (Slow 
solutions)  e  soluzioni  per  il  congelamento  rapido  (Fast  solutions).  Le  prime  sono  state 
impiegate nella preparazione dei campioni per i protocolli classico (C) e lento controllato (L); 




- soluzione  D5:  HG‐DMEM,  40 %  FBS,  0,1 %  PVA,  1 %  penicillina‐ 
streptomicina, 1 % glutammina, 25 mM Hepes, 5 % DMSO; 
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Fast solutions: 
- soluzione  EQ1:  HG‐DMEM,  20 %  FBS,  0,1 %  PVA,  1 %  penicillina‐ 
streptomicina,  1 %  glutammina,  25 mM  Hepes,  7,5 %  DMSO, 
7,5% EG; 
- soluzione  EQ2:  HG‐DMEM,  20 %  FBS,  0,1 %  PVA,  1 %  penicillina‐
streptomicina, 1 % glutammina, 25 mM Hepes, 5 % DMSO, 5 % EG; 
- soluzione  VS:  HG‐DMEM,  20 %  FBS,  0,1 %  PVA,  1 %  penicillina‐





- volume  V1  +  EQ1  (in  rapporto  2:1)  =  soluzione  V2  con  6,25 %  di 
DMSO e 6,25 % di EG (equilibratura 90 sec);  











Le  paillettes  sono  state  tenute  1  ora  a  4 °C,  2  ore  a  ‐20 °C,  una  notte  a  ‐80 °C  e, 










Il  protocollo di  crioconservazione è  stato  realizzato applicando un controllo puntuale della 




















- in  terreno di coltura completo per  i  campioni destinati alla contra 




























Il  differenziamento  adipogenico  è  stato  realizzato  seminando  28 x 103  cellule/  pozzetto  in 
multipiastre da 6 pozzetti. Verificata  l’avvenuta adesione  cellulare al  supporto,  il mezzo di 






















La  conferma  dell’avvenuto  differenziamento  adipogenico  è  stata  ricercata  tramite  la 
colorazione delle strutture lipidiche con la colorazione di Oil Red O. 
 
Il  differenziamento  osteogenico  è  stato  realizzato  seminando  28 x 103  cellule/  pozzetto  in 
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Il  differenziamento  neurogenico  è  stato  realizzato  seminando  28 x 103  cellule/  pozzetto  in 















La  conferma  dell’avvenuto  differenziamento  neurogenico  è  stata  ricercata  tramite  la 
colorazione della sostanza e dei granuli di Nissl con la colorazione di Nissl. 
 
Per  ciascun  saggio  di  differenziamento,  il  gruppo  controllo  è  stato  allestito  seminando  le 
cellule ad una densità  inferiore (9500 cellule/pozzetto) e mantenendo la coltura  in terreno 
















L’espressione  dei marcatori  di  pluripotenza  (OCT4,  SOX2, NANOG,  TERT),  dei marcatori  di 
superficie delle linee mesenchimale (CD29) e emopoietica (CD34) e del marker del complesso 
maggiore di istocompatibilità MCH II (CD74) è stata saggiata nelle cellule indifferenziate, sia 




L’espressione  dei  marcatori  di  differenziamento  delle  linee  adipogenica  (PPARG,  LPL), 














possibile  contaminazione  di  DNA  genomico.  L’RNA  è  stato  quantificato  mediante  lo 
spettrofotometro  NanoDropLite  (Fisher  Scientific  S.A.S.).  Per  la  sintesi  del  DNA 
47 
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cicli  del  programma  di  amplificazione  (95 °C  per  15  secondi,  temperatura  di  appaiamento 
gene‐specifica (Tabella 3.2) per 1 minuto e 72 °C per 30 secondi), un programma per la curva 
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Tabella 3.2. Descrizione dei primers utilizzati negli esperimenti di Real Time PCR delle oWJC. 
Gene  Gene‐name  Accession number  Primers‐sequence  Ta 
Size 
(bps) 
ACTB  Actin‐B  NM_001009784  F: 5’  TTCCTGGGTATGGATCCTG 3’ R: 5’  GGTGATCTCCTTCTGCATCC 3’  60° C  162 
RPL9  Ribosomal protein L9  XM_004012837  F: 5’ CAACTCCCGCCAGCAGAT  3’ R: 5’ CCGGGAATGGACAGTCACA  3’  56 ° C  127 
SDHA  Succinate Dehydrogenase  XM_004017097  F: 5’ CATCCACTACATGACGGAGCA 3’ R: 5’ ATCTTGCCATCTTCAGTTCTGCTA3’  60 ° C  125 







NANOG  Nanog homeobox  FJ970651  F: 5’ GATCTGCTTATTCAGGACAG 3’ R: 5’ TGCATTTGCTGGAGACTGAG 3’  56°C  203 














NEFM  neurofilament medium  FJ427307  F: 5’ CCACGACCTTAGCAGCTACC 3’ R: 5’ CAGAGCCATCTTGACGTTGA 3’  60°C  124 
NEFL  neurofilament light  XM_015093090  F: 5’ CGCTATGCAGGACACAATCAAC 3’ R: 5’ GGGTCTCCTCACCTTCCAAGA 3’  60°C  160 
CD29  integrin subunit beta 1  AF349461  F: 5’ GTGCCCGAGCCTTCAATAAAG 3’ R: 5’ CCCGATTTTCAACCTTGGTAATG 3’  60°C  87 
CD34  CD34 molecule  XM_015099394  F: 5’ AATGGGACCACAGCAGTCAC 3’ R: 5’ CGCCTCTGAAGTCGTAAAGC 3’  60°C  94 
CD74  CD74 molecule  XM_012178802  F: 5’ tcatctccaaccatgagcag 3’R: 5’ caagacagaaaagcccgtgt 3’  62°C  102 
50 
 























































La  procedura  di  liofilizzazione  è  stata  realizzata  impiegando  uno  strumento  di  nuova 
realizzazione  chiamato  Darya  (FertileSafe,  Nes‐Ziona,  Israel),  composto  da  un  cilindro 
metallico, del volume di 1 L, da alloggiare nel collo di un bidone contenente azoto liquido. Il 









































del  seme diluito nella  soluzione Lyo B.  Il  campione è  stato mantenuto alla  temperatura di 
‐ 10 °C  per  20 minuti  in  condizioni  di  pressione  atmosferica  (760 mTorr)  e  in  condizioni  di 
























- campioni  crioconservati  nella  criocamera  e  ricoltivati  dopo  lo 
scongelamento per ulteriori 24 (T24) e 48 ore (T48). 






Campione  T0  T24  T48 
Fresco  98% ± 0.5 a  ‐  ‐ 
Crioconservato in CM  62% ± 2.1 b  ‐  ‐ 
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in  coltura,  unitamente  alla  peculiare  morfologia  affusolata  di  questo  tipo  cellulare 
(Figura 4.1A). 
 







filamenti  intermedi  di  vimentina  (VIM)  è  stata  indice  di  omogeneità  della  popolazione  impiegata  per 
l’allestimento degli esperimenti (Scala 50 µm). (B) Curva di crescita  in vitro del campione cellulare.  I tempi di 











Durante  l’esecuzione  del  profilo  termico  non  è  stato  operato  alcun  controllo  della 
temperatura di  nucleazione del  ghiaccio  (Tn), determinando un  verificarsi  spontaneo della 
cristallizzazione.  In  assenza  di  un’induzione  esterna,  l’intervallo  di  Tn  è  risultato  ampio  e 
compreso tra ‐16,6 °C e ‐29,3 °C. Nei 14 campioni esaminati, le temperature di formazione del 
ghiaccio  extra  e  intracellulare  (EIF,  IIF)  sono  state  annotate  nell’arco  dell’intero  ciclo  di 
congelamento‐scongelamento.  Il darkening, o annerimento cellulare, è stato assunto come 
un’evidenza diretta della IIF e la temperatura di comparsa di questa manifestazione è stata 







alla  temperatura di  ‐23,8°C nel momento della  formazione del  ghiaccio extra  (EIF)  e  intracellulare  (IIF).  I  tre 
fotogrammi  sono  stati  registrati  ad  intervalli  di  1  secondo.  (A) Cellule prima della  formazione  spontanea del 
ghiaccio (‐1 sec). (B) Cellule nel ghiaccio extracellulare appena formato (0 sec). (C) Cellule dopo la formazione del 
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Il numero di cellule che hanno esibito darkening e  il valore di  temperatura corrispondente 
sono  stati  elaborati  per  ottenere  il  grafico  in  Figura  4.3  che  rappresenta  la  probabilità  di 
formazione del ghiaccio intracellulare (PIIF) dei fibroblasti crioconservati con il 10 % di DMSO 






Figura  4.3.  Il  grafico  mostra  la  probabilità  di  formazione  del  ghiaccio  intracellulare  (PIIF)  in  funzione  della 
temperatura.  I  dati  sono  stati  ottenuti  dall’analisi  dei  filmati  registrati  con  la  CCD  camera  (1  fps)  durante 
l’esecuzione degli esperimenti al criomicroscopio. L’asse Y mostra la frazione cumulativa delle cellule che hanno 











hanno mostrato  una maggiore  espressione  dei  trascritti  BCL2,  OCT4  e  GAPDH  alle  24  ore 
successive  allo  scongelamento  rispetto  ai  relativi  controlli  (p<0,01).  Inoltre,  nelle  cellule 







































- campioni post scongelamento  (T0_C) e post  ricoltura di 48 ore  (T48_C) 
crioconservati con il protocollo classico;  
- campioni  post  scongelamento  (T0_L)  e  post  ricoltura  di  48 ore  (T48_L) 
crioconservati con il protocollo lento; 







b) confronti  inter‐classi  intra‐colorante  e  intra‐protocollo,  tesi  a  saggiare 
l’equiparabilità dei dati di vitalità ottenuti entro ciascun protocollo tra le 
classi temporali esaminate; 
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I risultati del confronto inter‐coloranti (confronto a) sono mostrati in Figura 4.5. Dalle analisi 
è  emerso  che  i  dati  ottenuti  impiegando  i  due  metodi  di  valutazione  dell’integrità  di 
































Infine,  i  risultati della comparazione  intra‐classe, realizzata confrontando  i  risultati ottenuti 
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riportati  devono essere  intesi  in proporzione al  numero di  cellule  vitali  presenti  nella  fase 
precedente  la ricoltura. Le percentuali ottenute per  le classi T48 sono  le seguenti: 96,60 % 












































100  950  5.3 ± 9.64  178.12 
250  2375  39 ± 32.11  60.89 
500  4750  71 ± 24.28  66.90 

































di  induzione.  Nei  campioni  crioconservati,  il  raggiungimento  di  uno  stadio  di  confluenza  e  il 
conseguente verificarsi di fenomeni di distacco dello strato cellulare dopo 15 giorni dall’induzione 
hanno  reso  necessario  anticipare  la  verifica  dell’avvenuto  differenziamento  tramite  colorazione 
istochimica.  Nelle  cellule  crioconservate  con  il  protocollo  classico  (C)  non  è  stata  riscontrata  la 




seguito  della  colorazione  di  Von  Kossa,  è  stata  riscontrata  sia  nelle  cellule  fresche  a  P1  che  in 





tipicamente  neuronale  evidenziata  dalla  colorazione  di  Nissl.  Il  campione  delle  cellule 
crioconservate  con  il  protocollo  classico  (C)  ha  mostrato  alcune  cellule  con  una  morfologia 
































Figura  4.12.  Risultato  dei  livelli  di  espressione  genica  del marcatore OCT4  nelle  diverse  classi  di  campioni  di  oWJC 
crioconservate secondo i tre protocolli (classico, lento‐controllato e rapido) e coltivate in vitro per diversi tempi (T0 = 


















A  seguito  delle  procedure  di  differenziamento  delle  cellule  P1  fresche  e  P6  crioconservate,  la 
capacità differenziativa delle oWJC è stata ulteriormente indagata tramite la valutazione qualitativa 
dell’espressione  di  marcatori  linea‐specifici.  Come  controllo  negativo  è  stato  impiegato  l’RNA 
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frazione  non  congelata  pari  al  13%  (Figura  4.13  B), mentre  i  campioni  corrispondenti  liofilizzati 
hanno mostrato una percentuale più che doppia pari al 30% (Figura 4.13 D). 




































conservazione  a  temperature  inferiori  a  ‐130 °C  interrompe  in  maniera  efficace  il  tempo 
biologico” (Mazur, 1984). Questa considerazione, espressa da Peter Mazur nel 1984, riassume il 
rilevante  ruolo  scientifico  rivestito  dalla  crioconservazione,  il  cui  fondamento  risiede  nella 
possibilità di superare la barriera del tempo per conservare inalterate le proprietà biologiche del 




grado  di  alterare  le  caratteristiche morfo‐funzionali  delle  cellule  a  seguito  dell’insorgenza  di 
varie tipologie di danno. In relazione al ruolo biologico svolto nell’organismo, ogni tipo cellulare 
è dotato di proprietà strutturali e biochimiche peculiari che determinano un diverso grado di 
suscettibilità/resistenza  alle  metodiche  di  crioconservazione.  Per  questa  ragione,  materiali 
biologici dotati di una maggiore complessità strutturale ed eterogeneità cellulare, come i tessuti 
e gli organi, presentano maggiori ostacoli alla realizzazione di una crioconservazione adeguata. 
Nonostante  nella  pratica  routinaria  siano  spesso  impiegate  metodiche  di  crioconservazione 
convenzionali,  basate  sul  discese  termiche  incontrollate  (Naaldijk  et  al.,  2013),  in  vista  del 
miglioramento dell’efficienza del processo di conservazione, dell’impatto che questo esercita 
sulle  successive  applicazioni  e  di  esigenze  di  preservazione  dipendenti  dalla  natura  del 







e  delle  specifiche  risposte  cellulari  generate  dall’esposizione  a  temperature  criogeniche.  A 







ghiaccio  intra ed extracellulare, variazioni volumetriche,  frazione di  soluzione non congelata) 






Il  primo  gruppo  di  esperimenti  è  stato  rivolto  allo  studio  degli  eventi  fisici  legati  alla 
crioconservazione e all’analisi delle risposte biologiche suscitate dallo specifico trattamento termico 
in  un  campione  di  fibroblasti  dermici  ovini  neo  isolati.  La  realizzazione  dell’esperimento  di 
crioconservazione  ha  richiesto  l’impiego  di  due  strumentazioni  complementari,  criomicroscopio 
(CM)  e  criocamera  (CC).  Con  il  primo  è  stato  possibile  osservare  l’evento  di  congelamento 
“dall’interno” impiegando un piccolo volume di campione, mentre con il secondo strumento è stato 
possibile  operare  la  crioconservazione  su  un  volume  di  sospensione  cellulare maggiore  tale  da 
permettere la realizzazione delle successive analisi molecolari. 









marcatura con vimentina,  che ha confermato  l’omogeneità del nostro campione e  la  sua natura 
















nella  CC  evidenzia  che,  in  presenza  di  una  comune  velocità  di  raffreddamento  (5 °C/min),  le 
differenze  presenti  nel  volume  di  campione  (5 µl  vs  210 µl)  e  nella modalità  di  scongelamento 
(controllata  nel  CM e  non  controllata  nella  CC)  non  hanno  influito  in maniera  significativa  sulla 
condizione vitale del campione. Questo dato avvalora l’assunto alla base del presente lavoro che ha 
considerato  quanto  rinvenuto  a  livello  molecolare  nei  campioni  recuperati  dalla  CC  e  quanto 
osservato nei campioni congelati con il CM come rappresentativo della stessa condizione termica 
sperimentata  dalle  cellule.  Il  numero  di  cellule  vitali  al  T0  è  in  accordo  con  i  valori  presenti  in 
letteratura a  seguito della  crioconservazione di  fibroblasti  tramite  simili  profili  termici  (Kearney, 
1991), (Naaldijk et al., 2013). 
Alcuni  autori  sono  concordi  nell’affermare  che  l’analisi  dell’efficacia  di  una  procedura  di 
crioconservazione  non  possa  limitarsi  nel  considerare  esclusivamente  la  condizione  cellulare 










possibile  individuare  il  tempo  e  la  temperatura  alla  quale  appare  la  formazione  del  ghiaccio 
intracellulare  (IIF)  per  ciascuna  cellula  presente  nel  campione.  La  manifestazione  visibile  che 
comunemente è associata alla IIF è rappresentata dall’annerimento del corpo cellulare (darkening). 
Tuttavia,  Stott  e  Karlsson  (2009)  hanno  osservato  che  non  esiste  una  stretta  connessione  tra 













condotti  con  il  CM,  e  riportati  nella  Figura  4.3,  indicano  che  solo  il  20 %  delle  cellule  non  ha 
manifestato IIF. Tale valore appare notevolmente inferiore rispetto alla percentuale di cellule con 
membrana integra rilevata al T0 (60 %‐70 %), suggerendo che lo stato vitale post‐scongelamento è 









La  temperatura  di  nucleazione  (Tn)  è  strettamente  connessa  con  la  IIF  e  il  controllo  attivo 
dell’induzione del primo nucleo di ghiaccio può migliorare la resa di cellule vitali (Morris and Acton, 
2013). Sebbene il seeding del ghiaccio (nucleazione indotta) sia una pratica raccomandata, diversi 
autori  evitano  il  seeding  anche  nella  realizzazione  dei  profili  di  crioconservazione  con  velocità 
controllata (Naaldijk et al., 2013), (Liu et al., 2000), (Tathagata and V., 2010), (Ji et al., 2004), (Watt 
et al., 2007), (Rodrigues et al., 2008), (Naaldijk et al., 2012). Nel nostro esperimento, la nucleazione 
è  stata  fatta  avvenire  spontaneamente  per  rispecchiare  al  meglio  le  condizioni  dei  protocolli 
applicati  durante  la  conservazione  routinaria  di  campioni  cellulari  (in  vials  o  paillettes).  Inoltre, 
effettuare  la nucleazione del  ghiaccio  tramite  il punto di  induzione predisposto nel CM avrebbe 
richiesto  lo  spostamento  del  campione  dal  piano  di  ripresa  della  telecamera,  impedendo  di 





















proliferazione  cellulare  avevano  la  priorità  (Liu  et  al.,  2000).  Come  è  noto,  la  crioconservazione 











nel  livello  di  espressione  dei  geni  HSP90b  e  SOD1  durante  l’intero  arco  della  coltura  post 
scongelamento (0‐48 ore). La sovraregolazione di questi due geni è correlata con la risposta cellulare 
allo stress e suggerisce un  tentativo cellulare di  riparazione del potenziale danno generato dalla 






al.,  2002),  mentre  gli  elevati  livelli  di  SOD1  sono  indice  della  presenza  di  stress  ossidativo 
determinato dall’aumento delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) (Turathum et al., 2010). 







di  topo  crioconservati  (Dhali  et  al.,  2009).  All’opposto,  nelle  colture  post  scongelamento  di 
fibroblasti non abbiamo rilevato alcuna alterazione nell’espressione del gene pro‐apoptotico BAX. 
Alle  24  ore  post  scongelamento,  anche  il  trascritto  di  GAPDH  ha  mostrato  un  aumento  di 
espressione.  Questo  gene  codifica  per  un  enzima  glicolitico  ed  è  spesso  impiegato  come  gene 
housekeeping nelle analisi molecolari, tuttavia, la sua espressione è in realtà strettamente regolata 
e l’enzima codificato è coinvolto in numerose funzioni cellulari (Colell et al., 2009). Molti dei ruoli 





(Alexander‐Bridges  et  al.,  1992).  Infatti,  il  gene  e  la  proteina GAPDH  subiscono una  regolazione 
attiva anche durante la proliferazione cellulare (Meyer‐Siegler et al., 1992), (Mansur et al., 1993). 




è un componente chiave della  rete regolatoria della pluripotenza  (Wu and Scholer, 2014).  Il  suo 
gene  è  espresso  in  maniera  specifica  nella  massa  interna  dell’embrione  ed  è  coinvolto  nel 
mantenimento  della  pluripotenza  delle  cellule  staminali  (Takahashi  et  al.,  2007).  Tuttavia,  livelli 


















ristabilire  le  loro  funzioni  fisiologiche  originali.  La  coltura  di  fibroblasti  dermici  ovini  ha  subito 
importanti  cambiamenti  morfologici  e  biochimici  in  conseguenza  della  procedura  di 






















allestimento  di  colture  di WJC  umane  (Da‐Croce  et  al.,  2013), mentre  nel  bovino  l’efficienza  di 
isolamento da matrice cordonale è stata riportata a seguito di tempi di incubazione enzimatica di 8 










impiegata né sulle caratteristiche della coltura  (Eswari et al., 2016). Per  le  stesse  ragioni appare 
complicato effettuare un confronto anche con quanto riportato per le hWJC (Fong et al., 2010), dove 













semina  ma  hanno  esibito  una  maggiore  propensione  nella  costruzione  di  CFU  alle  densità 
intermedie pari a 250/500 cellule/cm2. Nel complesso, il gran numero di WJC ottenute da cordone 
ovino e l’elevata prolificità dimostrata dalle oWJC per diversi passaggi di coltura  in vitro risulta in 
accordo  con  quanto  riportato  in  letteratura  a  proposito  della  maggiore  efficienza  delle  cellule 
staminali mesenchimali umane (hMSC) estratte dagli annessi fetali rispetto alle cellule ottenute da 
altre  sorgenti  di  staminali mesenchimali  (Bongso  and  Fong,  2013).  Tale  efficienza  è  confermata 
anche nel bovino (Lange‐Consiglio et al., 2017) e nelle cellule MSC estratte dal fluido amniotico, dal 











condotte  tramite  la  valutazione dell’espressione genica.  Le oWJC mostrato di  soddisfare  i  criteri 
minimi richiesti per la caratterizzazione delle MSC (Dominici et al., 2006). Per ragioni di praticità e 
data la scarsità di marcatori di superficie validati nel modello ovino (Lyahyai et al., 2012), le analisi 
molecolari  sono  state  rivolte alla  ricerca di pochi ma  indispensabili marcatori di espressione del 
fenotipo  antigenico.  Le  analisi  dei  trascritti  hanno  confermato  la  presenza  del  marcatore 
mesenchimale CD29 e l’assenza del marcatore CD34 della linea emopoietica in accordo con quanto 
osservato  nelle  WJC  umane  (Fong  et  al.,  2010)  e  nelle  cellule  mesenchimali  ovine  del  sangue 
periferico (Lyahyai et al., 2012), del midollo osseo (Mediano et al., 2015) e dell’epitelio amniotico 





CD74,  cosi  come  precedentemente  riportato  nelle  WJC  bovine  (Lange‐Consiglio  et  al.,  2017). 
L’antigene CD74 è una porzione polipeptidica invariante coinvolta nella funzionalità del complesso 
maggiore  di  istocompatibilità  di  classe  II  (MHC  II)  e  come  tale  ha  un  ruolo  di  rilievo  durante  la 
risposta  immunitaria.  La  bassa  immunogenicità  espressa  dalle  oWJC  consolida  le motivazione  a 
favore dell’impiego di queste cellule nei trapianti allogenici. 
L’esame  del  carattere  staminale  delle  oWJC  tramite  analisi  quantitativa  in  Real  Time  PCR  ha 
mostrato bassi  livelli  di  espressione del marcatore della pluripotenza OCT4, mentre non è  stato 
rilevato alcun segnale relativo ai trascritti SOX2 e TERT. Invece, merita un commento a se stante la 
mancata quantificazione del  trascritto NANOG.  Infatti,  a  causa di  fenomeni degradativi  avvenuti 
durante le manipolazioni del campione non è stato possibile rilevare i livelli di espressione di questo 






cordonale  umana  (hWJC)  presentano  bassi  livelli  di  espressione  dei  marcatori  staminali 
OCT4/POU5F1,  SOX2  e  TERT  (Mechiche  Alami  et  al.,  2014).  È  probabile  che  i  bassi  livelli  di 
espressione di questi fattori trascrizionali siano alla base dell’assenza di tumorigenicità riscontrata 









cellule  prelevate  dallo  stadio  di  sviluppo  tardivo.  In  particolare  tali  differenze  sono  risultate 
















L’avvenuto  differenziamento  è  stato  confermato  dalle  colorazioni  istologiche  selettive.  Al 
microscopio  ottico  le  cellule  indotte  in  senso  adipogenico  hanno mostrato  la  tipica  morfologia 
associata alle cellule adipose, con la presenza di gocce lipidiche colorate di rosso, mentre l’avvenuto 














sulle MSC  ovine  del  sangue  periferico  e  del midollo  osseo,  ha  riportato  che  il  differenziamento 
morfologico verso la linea neuronale non è stato accompagnato da una corrispondente espressione 
dei marcatori  linea  specifici  (Mediano et  al.,  2015).  Le analisi  di  espressione genica delle  cellule 









dipendente  che  aggiunge un ulteriore  elemento di  variabilità  all’identificazione della  condizione 






Le  preparazioni  di  staminali  mesenchimali  ad  l’uso  clinico  sono  costituite  per  il  35%  da  cellule 
crioconservate  (Ikebe  and  Suzuki,  2014).  La  procedura  di  conservazione  delle  MSC  si  rende 
necessaria non solo per preservare le cellule dai rischi connessi con i passaggi seriali della coltura in 








tipo  cellulare.  Infatti,  è  stato  dimostrato  che  l’efficacia  della  crioconservazione  differisce 
significativamente sula base della sorgente tissutale dalle MSC (Davies et al., 2014). 
Le tecniche maggiormente adottate nel preservare le MSC sono costituite dal congelamento lento 
e  dalla  vitrificazione  (Marquez‐Curtis  et  al.,  2015).  Tuttavia  va  sottolineato  che  la mancanza  di 




- stabilire  il  mantenimento  delle  caratteristiche  della  coltura  primaria  nelle  cellule 
crioconservate secondo ciascuna delle condizioni termiche; 









permette  di  ottenere  una  rapida  valutazione  sullo  stato  di  salute  generale  del  campione  (Pegg, 
1989). 










Nelle  oWJC,  il  confronto  dei  tassi  di  sopravvivenza  misurati  a  seguito  delle  due  colorazioni  ha 
mostrato un generale accordo tra i dati ottenuti, ad eccezione delle classi T0_C e T0_R. In queste 
due  classi,  il  Trypan blue ha mostrato un numero di  cellule  vitali  superiore  e  significativamente 
diversa rispetto a quanto riscontrato con la colorazione HP. Tuttavia, la stima con il TB sembra non 
attendibile.  Infatti,  i  dati  riportati  a  seguito  della  colorazione  Trypan  blue  possono  apparire 
difficilmente interpretabili in presenza di un elevato danno funzionale alle membrane cellulari. In 
questi  casi,  il  colorante non  è  trattenuto  nel  citosol  e  la  colorazione  delle  cellule morte  appare 

















del  campione  in  ambienti  con  temperature  progressivamente  decrescenti  e  in  assenza  di  un 
controllo della  velocità di  raffreddamento,  sono  stati  ottenuti  valori  di  vitalità  elevati  (69,12 %), 




raffreddamento.  Infatti,  le  alte  concentrazioni delle  soluzioni di  crioconservazione  impiegate nel 
congelamento  rapido,  in  relazione alla  loro  tossicità, possono esercitare un effetto dannoso che 
influisce sulla vitalità finale del materiale crioconservato. 
Gli  effetti  della  tossicità  dei  crioprotettori  sono  ben  evidenziati  dalle  prove  di  vitalità  cellulare 





Questo dato mette  in evidenza che  la  riduzione complessiva della vitalità  rilevata al  termine del 
protocollo rapido (T0_R) potrebbe essere attribuita all’insorgenza di fenomeni di citotossicità dovuti 
ai CPA, oppure all’insufficiente velocità di raffreddamento raggiunta nel sistema di congelamento 
rapido.  Infatti,  i  fattori  che  intervengono nel determinare  il  successo di un’efficace procedura di 
congelamento  sono  tre:  la  concentrazione  dei  crioprotettori,  la  velocità  di  raffreddamento  e  il 
volume  del  campione.  Solo  l’equilibrio  tra  questi  tre  fattori  può  assicurare  la  riuscita  della 
crioconservazione. La realizzazione dello stato vetroso tipico della vitrificazione può essere ottenuto 
esclusivamente  dalla  combinazione  di  elevate  concentrazioni  di  CPA,  velocità  di  congelamento 




sperimentazione  abbiamo  potuto  osservare  in  prima  persona  questo  fenomeno.  Infatti,  piccole 






o  insuccesso  della  vitrificazione.  Minime  variazioni  nella  deposizione  del  volume  del  campione 
determinavano  la  perdita  della  potenzialità  vitrificante  del  sistema.  A  questo  proposito,  appare 
chiaro che l’immersione diretta di 200 µl di campione in LN2 eseguita nel corso del sistema rapido 
(R), non è stata in grado di garantire la realizzazione di velocità di discesa termica comparabili con 









presenti  in  letteratura  che  riportano  percentuali  di  vitalità  pari  al  95 %  in  MSC  ovine  e  hWJC 
vitrificate  attraverso  l’immersione  diretta  in  LN2  di  grandi  volumi  (fino  a  500 µl)  di  sospensione 
cellulare (Wang et al., 2011),(Kaviani et al., 2014),(Massood et al., 2013). L’elevata percentuale di 
vitalità  riportata  nei  lavori  citati  risulta  in  contrasto  con  il  principio  basilare  della  vitrificazione. 
Inoltre,  questi  studi  sostengono  di  aver  osservato  la  formazione  di  una  vera  e  propria matrice 



















Tuttavia,  non  esiste  una  relazione  diretta  tra  i  livelli  di  espressione  dei marcatori  staminali  e  la 
capacità proliferativa o differenziativa. Pierantozzi riporta che, analizzando la presenza dei fattori 
NANOG, OCT4 e SOX2, nelle hMSC del tessuto adiposo, del cuore e del midollo osseo, ha osservato 
che  solo  il  fattore  NANOG  risultava  espresso  nella  cellule  proliferanti  in  coltura,  ma  lo  stesso 








NANOG nei  campioni  controllo  ha  impedito  di  eseguire  un  confronto  con  i  livelli  di  espressione 
riscontrati nei campioni post scongelamento. Questa condizione, anche a causa del ridotto numero 





L’analisi  della  capacità  differenziativa  post  scongelamento  è  stata  realizzata  esclusivamente  nei 
campioni del protocollo classico (C) e lento‐controllato (L). Le cellule del gruppo rapido sono state 
escluse  dalle  analisi  in  ragione  del  insufficiente  numero  di  cellule  rinvenuto  a  seguito  dello 
scongelamento. 
















et  al.,  2010).  È  quindi  possibile  che  il  differenziamento  neurogenico  delle  oWJC  crioconservate 
potesse  necessitare  di  tempi  di  induzione  maggiori  per  esprimere  il  fenotipo  neuronale, 
contrariamente al breve tempo (7 giorni) sufficiente per le corrispondenti cellule controllo. 
Riassumendo, i dati di caratterizzazione, pluripotenza e capacità differenziativa osservati nei gruppi 






Queste  cellule  caratteristiche  di  elevata  prolificità,  staminalità  e  capacità  differenziativa  simili  a 
quelle osservate nella specie umana (Fong et al., 2015) e bovina (Lange‐Consiglio et al., 2017). 
La gelatina di Wharton ovina ha mostrato di essere una sorgente attendibile, abbondante e non 
invasiva  cellule  staminali  mesenchimali.  La  crioconservazione  di  questo  tipo  cellulare  ha 
determinato una riduzione della vitalità variabile a seconda della tecnica impiegata, che è risultata 
di minore entità a seguito dell’adozione di un protocollo con discesa  termica  lenta e controllata 




antigeniche  e  di  pluripotenza.  Tuttavia,  la  capacità  differenziativa  dei  campioni  crioconservati  è 
apparsa alterata rispetto a quanto osservato nelle cellule neo isolate e solo il differenziamento verso 
la  linea ossea può  considerarsi  realizzato. Appaiono necessarie ulteriori  indagini  per  ampliare  la 
caratterizzazione di questo tipo cellulare.  In particolare,  la selezione di un pannello più ampio di 











inconvenienti  legati  all’azoto  liquido,  alla  sicurezza  del  suo  impiego  per  operatori  e  materiali 
conservati, ai costi di realizzazione e di mantenimento, agli spazi e alla specializzazione professionale 
richiesta. Prendendo in considerazione questi aspetti abbiamo deciso di esplorare l’impiego di una 
tecnica  che  potrebbe  affermarsi  come  alternativa  competitiva  nella  conservazione  del  gamete 
maschile:  la  liofilizzazione  o  freeze‐dryng  (FD).  La  riduzione  degli  spazi  e  dei  costi  richiesti  e  la 
possibilità di conservare  il materiale  liofilizzato a  temperature sopra  lo zero  (4 °C o  temperatura 
ambiente)  rappresentano  i  principali  punti  di  forza  di  questa  tecnica.  Ciò  nonostante,  la 
liofilizzazione sottopone i campioni ad uno stress rilevante per effetto dell’innaturale essicazione 
delle strutture biologiche e della formazione di cristalli di ghiaccio. Queste condizioni determinano 
la  perdita  dell’integrità  di  membrana  e  della  motilità,  oltre  che  possibili  danni  alla  struttura 











progressiva,  possa  essere mantenuta  con  l’ausilio  della metodica  dell’ICSI  (Kaneko  et  al.,  2014), 
(Patrick et al., 2017). Tuttavia,  il mantenimento della struttura e della  funzionalità  fisiologica del 
gamete  consentirebbe di  eliminare  il  passaggio  laborioso  e delicato  rappresentato dall’iniezione 
intracitoplasmatica. 
Riguardo  a  questa  possibilità,  per  superare  i  danni  generati  dalla  formazione  del  ghiaccio  e 
dall’essicazione  spinta  tipici  del  FD,  ci  siamo  proposti  di  esplorare  l’idea  che  una  procedura  di 






I  fattori  sui quali abbiamo  indirizzato  il nostro  intervento sono  rappresentati dalla composizione 
delle  soluzioni  di  liofilizzazione,  dalla  temperatura  di  raffreddamento  e  dalla  velocità  di 
sublimazione.  Il  bilanciamento  di  questi  elementi  ha  permesso  di  realizzare  un  PFD  che  ha 
dimostrato  di  favorire  la  formazione  di  ampi  spazi  di  frazione  liquida  non  cristallizzata  (UF), 





esercitata  da  due  soluzioni  di  liofilizzazione,  Lyo  A  e  Lyo  B,  realizzate  con  tuorlo  d’uovo,  Tris  e 
proporzioni  diverse  di  trealosio  (0,25 M  vs  0,16 M)  e  sorbitolo  (0,4 M  vs  0,26 M).  Queste  due 
molecole  assolvono  al  ruolo  di  conferire  protezione  alle  membrane  cellulari  durante  il 
congelamento e sono impiegati come alternativa ai canonici crioprotettori permeanti. Il trealosio è 
un  disaccaride  non  riducente  che  stabilizza  le  proteine  e  la  membrana  cellulare,  la  quale 





e  glicerolo  (Sztein  et  al.,  2001).  È  interessante  notare  che  l’azione  protettiva  del  trealosio  si 






In  conseguenza  del  processo  di  PFD,  la  soluzione  di  liofilizzazione  Lyo  B,  contenente  minori 
concentrazioni  dei  due  crioprotettori,  ha  dimostrato  di  poter  garantire  una maggiore  vitalità  e 
motilità  del  seme  ovino  (8 ± 1,2 %)  rispetto  alla  soluzione  Lyo  A  (6,5 ± 2 %).  All’analisi  in 









Le  analisi  al  microscopio  elettronico  a  scansione  ambientale  (ESEM)  hanno  permesso  di 
approfondire  la  comprensione dell’architettura  tridimensionale  del  campione,  conservandone  la 
naturale  morfologia.  Infatti,  l’ESEM  costituisce  uno  dei  più  recenti  sviluppi  della  microscopia 
elettronica  che  permette  di  visualizzare  materiali  estremamente  delicati,  con  alto  grado  di 
idratazione  e  non  conduttivi  (Stokes,  2003).  Risulta  quindi  un  valido  strumento  per  l’analisi  dei 
campioni biologici (Kirk et al., 2009). Inoltre, non richiede le laboriose procedure preanalitiche di 
fissazione o disidratazione che sarebbero necessarie per le analisi con il SEM tradizionale. Il controllo 
dinamico  dei  parametri  di  pressione,  temperatura  e  umidità  è  utile  per modulare  le  condizioni 
operative sulla base della natura del materiale. Nell’ESEM è stato possibile ricreare  le condizioni 
necessarie  per  la  parziale  liofilizzazione:  i  campioni  Lyo  B  sono  stati  posizionati  sopra  la  cella 
termostatata  raffreddata  a  ‐10 °C  e  sottoposti  ad  una  condizione  di  basso  vuoto  (75 mTorr).  Il 
confronto  tra  il  campione  liofilizzato  e  quello  congelato mantenuto  a  pressione  atmosferica  ha 
mostrato che la struttura dei campioni Lyo B liofilizzati appariva meno densa e ricca di cavità rispetto 
alla struttura più compatta mostrata dalla stessa soluzione esclusivamente congelata (Figura 4.14). 
Ad  oggi,  questo  lavoro  rappresenta  la  prima  indagine  condotta  con  l’ESEM  rivolta  allo  studio 
dell’architettura 3D di soluzioni biologiche parzialmente liofilizzate. 
La  realizzazione  di  un’efficace  procedura  di  PFD  è  stata  possibile  attraverso  l’impiego  di  uno 
strumento di nuova realizzazione, chiamato Darya, che ha permesso di operare con una pressione 
di  vuoto  superiore  (80 mTorr  =  0,10 mbar)  rispetto  valori  impiegati  nel  FD  convenzionale 
(≤ 40 mTorr = 0,053 mbar) (Olaciregui and Gil, 2017). Attraverso la combinazione tra la pressione di 
vuoto e la temperatura di raffreddamento di ‐10 °C è stato possibile regolare la cinetica e l’intensità 
dell’essicazione  ottenendo  una  rapida  velocità  di  sublimazione.  Infatti,  il  danno  generato  dalla 
formazione dei cristalli di ghiaccio può essere limitato dalla rapida sublimazione degli stessi. 
Il  presente  lavoro  costituisce  uno  studio  preliminare  dei meccanismi  di  base  della  procedura  di 
liofilizzazione parziale. Le analisi sono state focalizzate principalmente sulla valutazione degli aspetti 
chimici legati alla composizione delle soluzioni di liofilizzazione e di quelli fisici legati alla formazione 











































che  il  successo  ottenuto  nella  definizione  di  un  protocollo  termico  per  un  dato  tipo  cellulare 
difficilmente possa presentare la stessa efficienza quando applicato su una cellula differente; 
3) dal punto di vista analitico, l’assenza di una standardizzazione nelle metodiche di analisi tese a 
valutare  l’efficacia  della  tecnica  ostacola  la  comprensione  dei  fenomeni  originati  dalla 
crioconservazione e inoltre rende complesso il confronto inter‐laboratorio dei risultati ottenuti. 
Il presente lavoro di tesi, tenendo conto della complessità dell’argomento trattato, ha cercato di 









Infatti,  la  tendenza  generale  delle  nuove  rotte  della  ricerca  è  indirizzata  verso  una  crescente 
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Tali  costrutti  sono  costituiti  da  un  guscio  esterno  di  particelle  colloidali  idrofobiche  contenente 
all’interno una goccia di  liquido.  Essi  rappresentano un valido metodo  colturale,  alternativo alle 
tradizionali tecniche di coltura in vitro. Le proprietà porose e non adesive dell’involucro particolato 
permettono il libero scambio gassoso attraverso il guscio e l’isolamento del contenuto liquido dalle 
superfici  esterne.  In presenza di  un  ridotto  volume di  soluzione,  la  conformazione del  costrutto 
appare sferica, compatta e stabile in conseguenza della bassa energia superficiale.  
Il  microambiente  riprodotto  nel  liquid  marble  crea  un  contesto  colturale  che  favorisce  la 
comunicazione  paracrina  tra  le  cellule  e  supera  i  limiti  spaziali  imposti  dalle  tradizionali  colture 
bidimensionali, promuovendo l’aggregazione cellulare e la costruzione della fisiologica architettura 
tridimensionale dell’organismo. 




Tuttavia,  le applicazioni della tecnica dei bioreattori di  liquid marble si estendono oltre  il settore 
riproduttivo e toccano diversi ambiti biomedici. Infatti, questa piattaforma apre promettenti campi 
di sviluppo nel contesto degli studi sulle cellule staminali. La formazione di sferoidi, favorita dalla 
corretta  aggregazione  spaziale,  costituisce una  componente decisiva  nel  promuovere  il  naturale 














































Lilli, Ombretta  e Gina  per  l’aiuto,  i  consigli,  le  revisioni  e  per  tutto  ciò  che  va  oltre  le mura  del 
laboratorio. 
Infine, grazie a tutti i colleghi, studenti, visiting Professor/student e Professori del Dipartimento di 
Medicina Veterinaria che nel corso dei tre anni trascorsi hanno fatto parte di quest’avventura. 
